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(好熱菌酵素を用いたwhole-cellcatalyst による有用物質の生産)
学位申請者 日比野 愛子
第1章緒言
現在、環境問題への取り組みから環境負荷が小さく、持続可能な化学合成(G問enSustainable Chemistry)が推奨されてい
る。医薬品、香料、機能性食品素材、化成品合成に酵素触媒を利用するバイオプロセスは温和な条件での反応が可能
であり、基質、位置、立体特異性の高さといった特徴から工業的に有用であるとされている。
好熱菌由来の酵素 (thennozyme)は高熱環境下という通常のタンパク質変性状態で活性をもつためにfoldingが強くで
きている。このことから過酷な環境(高pH、低pH，界面活性剤や有機溶媒がある環境)でも活性をもつことが知られて
いる。また、高温度での反応は、生成時、反応時においてコンタミネーションしづらく、基質の粘度の低減、基質の
溶解度の上昇といった点から工業的利用に向いている。この好熱菌酵素を宿主細胞で発現させ、熱処理により、宿主
由来のタンパク質を失活させ宿主で発現された好熱菌由来の酵素のみが活性を持つ、つまり、国l反応が起こらない反
応環境で生産実験を行った。
第2章
好熱菌酵素由来のアノレコーノレ脱水素酵素を発現させた疎水性細RllOdococcusrhodochrous NBRC 15564をwhole-∞I
catalystとして用いた溶媒を使わない有機溶媒中での反応
今回、有機溶媒一層系における反応を行うために、有機溶媒への分散・吸着が可能な疎水性および両親媒性、親水性
の細菌を宿主とすることで溶媒のない環境での変換反応を検討した。このうち、有機溶媒中での反応効率が良い、現
在調べられている中でもっとも疎水性の高いR.rhodochrous NBRC 15564をもちいて溶媒のない環境での難水溶性物質
の変換反応を行った。
本研究では2，2，2-Trifluoroacctophenonc (TF AP)から(R)ー(Trifluoromethyl)benzylalcohol(TFMBA)へのアルコーノレ脱水素酵
素 (ADHT<¥)を用いた変換反応をモデノレ反応とし、補酵素NADH再生のカップリング反応としてCyclohexanolから
Cyclohexanoneへの~Ijのアノレコーノレ脱水素酵素(ADHm)を用いた変換反応を行った。それぞれ ImlのTFAP と Cyclohexanol 、
基質の約1I1000molの補酵素NADH、800mgの熱処理をしたwetcellsを用いて生産実験を行った。つまり、この反応系に
は溶媒が含まれていない。この生産実験により約Iml(3.7M)約98%のTFAPが変換されたことを報告する。
第3章
好熱菌酵素を発現させた大腸菌を用いた5-aminolevulinicacidからテトラピロールの共通前駆体uroporphyrinogen
III(Urogcn II)の合成
ポノレフィリンはピローノレが4つ組み合わさって出来た環状椛造を持つ有機化合物の総称である。生体内では酸素輸送(へ
ム)や植物の光合成(クロロフイノレ)、酵素機能(VitaminB12)など、 生命活動に欠かせない化合物である。ポノレフィリ
ンの光学特性や安定な酸化還元特性が注目され、人工的にポノレフィリン異性体の開発が研究されているほか、色素や
触媒として多様に用いられている。しかし、その複雑さから、化学的合成では反応の収率が非常に悪く、時間、コス
トもかかる。例えば、現在、 VitaminBl2合成に用いられている発酵法では遺伝子組み換えにより VitaminBl2合成に関わ
る酵素を過剰I発現させることにより、 VitaminB12の収率をあげている。ただ、単純に酵素を過剰発現させるだけではこ
れ以上VitaminBl2合成に関わらない副産物も多く合成されてしまうことも報告されている。これらの副産物なしにより
多くのVit嗣 inBl2を合成することは産業において大きな役割を果たすことが期待される。本研究ではThermus
thermophilus HB 8由来の 5-aminolevulinicacid dehydratase， porphobilinogen deaminase， uroporphyrinogen 1 
synthaseを大腸菌でそれぞれ発現させ、ふaminolevulinicacidからへム、 VitaminBl2などの最後の共通前駆体である
Urogen IIを合成した。この反応において、発酵法で過剰生産される副産物の生産を抑えることに成功した。
第4章総括
好熱菌酵素を発現させた宿主細胞を用いたwholecel catalysisを行った。有機溶媒中での反応では熱処理を行った菌は熱
処理を行わなかった菌よりも反応効率が良かった。また、UrogenIIの反応では熱処理により膜透過性のあがったため、
菌それぞれに 1酵素ずつ発現させ、多段階反応が行われた。
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論文審査の結果の要旨
微生物機能を活用した化成品製造プロセスは、環境に優しい工業プロセスとして注目を集めている。本論文では、
好熱菌由来の酵素を疎水性細菌や大腸菌なとeの中温菌で発現させ、加熱処理により宿主酵素を失活させて製造する生
体触媒が、非水系環境下での難水溶性の化成品製造に有効であり、化学合成法では製造することが難しい複雑な構造
をもっ化成品の製造にも利用できることを、具体的な事例を示しながら論じている。
第一章では、化成品製造に生体触媒を用いることの利点について要約し、中でも微生物細胞を生体触媒としてその
まま用いる whole.cellcatalyst法が、単離精製した酵素を用いる方法に比べて優れている点を概説している。また、
難水溶性の化成品を有機溶媒を使いずに製造するパイオプロセスの構築を念頭において、好熱菌由来酵素および難水
溶性の化学原料に親和性の高い疎水性細菌の特性と、加熱処理による宿主酵素の選択的失活方法を活用する副産物の
生産を抑えた化成品製造の可能性について述べている。
第二章では、好熱菌 Thermusthermophilus HB27由来の2種類のアノレコー ノレ脱水素酵素(ADHTtlおよひ・ADHT(2)
を、疎水性細菌 Rhodococcusrhodochrous NBRC15564において発現させ、この形質転換体を 70'Cの温度で 10分
加熱処理することにより宿主R.rhodochrous由来の酵素を失活させ、非水系の環境下で機能する whole.cellcatalyst 
が簡便に製造できることを述べている。具体的には、有機溶媒を用いずに難水溶性の化学原料のみを含む反応系に、
好熱菌虫 thermophilus HB27由来の 2種類のアルコーノレ脱水素酵素を発現させた後に加熱処理した疎水性細菌R
rhodochrous NBRC15564細胞を、 2，2，2・Trifluoroacetophenone(TFAP)およびCyclohexanolのみを体積比 1・lに
混合した溶液中に分散させ、 TFAPからの TFMBAへの変換反応が可能であることを明らかにしている。 T.
thermophilus HB27由来のアノレコー ノレ脱水素酵素 (ADHTt1)はTFAPからのTFMBAへの変換反応を触媒するが、
この反応により補酵素NADHが消費される。このため NADHを再生する必要があり、 T.thermophilus HB27アノレ
コーノレ脱水素酵素(ADHTt2)を用いたCyclohexanolから Cyc1ohexanoneへの変換反応により NADHの再生を行わせて
いる。この反応系は 1mlのTFAP、1mlのCyclohexanol、TFAPに対して約 1/1000モノレ比となる補酵素NADHお
よび800mgの加熱処理したR.rhodochrous細胞のみを含み、通常非水系の反応に用いられる有機溶媒は一切含まれ
ていない。この実験により、 1ml(3.7M)のTFAPが48時間の反応時間内に約97%の収率でTFMBAに変換された。
この結果は、好熱菌酵素を疎水位細菌を宿主として発現させ、加熱処理後に whole.cellcatalystとして利用すること
が、有機溶媒を使いずに難水溶性の化成品を製造するバイオプロセスの構築に有効であることを示唆している。
第三章では、好熱菌 T.thermophilus HB8由来の3種類の酵素を大腸菌で発現させ、 5.A血inolevulinicacid(ALA) 
からテトラピローノレの共通前駆体である Uropor下hyrinogenIII(Urogen IInの合成を試みている。具体的には、 ALA
をPorphobilinogen(PBG)に変換する酵素ALAdehydratase (ALAD)、PBGをHydroxymethylbilane(HMB)に変換
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する酵素 porphobilinogendea皿inase(PBGD)および HMBを Urogen11に変換する酵素 Urogen11 
synthase(UROS)を、それぞれ大腸菌BL21(DE3)内で発現させた後に70'Cで10分加熱処理を行い生体触媒を製造し、
ALAからへム、 VitaminB12などの最後の共通前駆体である Urogen11を合成している。各酵素のもつ最適温度、最
適pHを参考に、 3種類の生体触媒を混合した場合の最適反応条件を決定した後、温度 60'C、pH8.0で4時間反応さ
せることにより、原料として用いた 10mMのALAから1.1皿MのUrogen11が生産されている。この反応において
は、化学量論的に lモノレのUrogen11の合成に8モノレのALAが必要であることから、 88%のALAがUrogenII に
変換されたことが示唆されている。また、この反応における副産物である UroporphyrinogenIは殆ど生成しておらず、
Urogen IIIに変換されなかったALAは、熱分解を受け反応には利用されなかったと考えられた。
ALAからの構造が複雑なUrogenIIを化学合成することは、反応の収率が非常に悪く時間もコストも掛かることが
知られている。また、生きた細胞を用いる発酵法では、副産物の生産を抑えることが難しく ALAからの UrogenII 
の収率が大きく低下してしまう。本研究で得られた結果は、好熱菌酵素を大腸菌で発現させた後に、加熱処理により
宿主由来の酵素を失活させて用いる whole-callcatalyst法が、 UrogenIIの様な複雑な化学品の合成にも有効である
ことを示している。
第四章では、以上の結果を総括するとともに、好熱菌の酵素を様々な中温宿主細菌で発現させた後に加熱処理して
宿主由来の酵素を失活させて用いる生体触媒法が、疎水性化成品を有機溶媒を用いずに製造するプロセスや構造的に
複雑で化学合成が困難な化成品の合成に有効であると結論づけている。
以上のように、本論文は環境に優しい工業プロセユとして注目を集めている微生物機能を活用した化成品製造プロ
セスに新しい生体触媒利用技術を提案するとともにその応用の可能性を明示したものであり、その成果は生物工学の
発展に大いに寄与するものと評価できる。よって本論文は博士論文として価値あるものと認める。
2 
